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Apoptotika 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein heterologer, chemisch- 
gekoppelt oder rekombinant erzeugter Komplex, welcher mindestens eine 
proteolytische^ Domane und eine zellspezifische Bindungsdomane insbesondere 
humanen Ursprunges umfasst, sowie Nukleinsauren und Vektoren, die fur 
einen solchen Komplex kodieren. Des weiteren Verfahren zur Beeinfiussung 
des Zellwachstums und der Physiologie von Zellen mit dem 
erfindungsgemaBen Komplex, oder Vektoren, welche die hierfur kodierende 
Nukleinsaure enthalten. Die Erfindung betrifft ferner Vektoren und Wirte, um 
den erfindungsgemaBen Komplex zu produzieren. Ferner die Herstellung und 
den Vertrieb von Arzneimitteln, auf Basis des erfindungsgemaBen Kompiexes 
oder dafiir kodierender Vektoren, zur Behandlung von Erkrankungen, die auf 
einer pathologischen Vermehrung und/oder einer erhohten Aktivitat von 
strukturell definierten Zellpopulationen beruhen. Dies gilt insbesondere fur 
Tumorerkrankungen, Allergien, Autoimmunerkrankungen, chronische 
Entzundungsreaktibnen oder GewebeabstoBungsreaktionen. 

Bei der medikamentosen Behandlung von Tumoren, Autoimmunerkrankungen, 
Allergien und GeWbeabstoBungsreaktionen tritt nachteilig in Erscheinung, 
dass die heute verfugbaren Medikamente wie Chemotherapeutika, 
Kortikosteroide und Immunsuppressiva aufgrund ihrer relativen Unspezifitat 
ein mitunter erhebliches Potential an Nebenwirkungen aufweisen. Man hat 
versucht, dies durch verschiedene therapeutische Konzepte abzumildern. 
Insbesondere die Verwendung von Immuntherapeutika ist ein Ansatz, der zur 
Erhohung der Spezifitat von Medikamenten, insbesondere bei der 
Tumorbehandlung, gefuhrt hat. 

Ist das Immuntherapeutikum ein Immuntoxin, wird ein monoklonaler 
Antikorper (moAk) oder ein Antikorperfragment, welches eine kinetische 
Affinitat zu Oberflachenmarkern von Tumorzellen aufweist, mit einem 
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zytotoxischen Reagenz gekoppelt. 1st das Immuntherapeutikum ein 
Antiimmunkonjugat zur Behandlung von Autoimmunerkrankungen, 
GewebeabstoBungsreaktionen oder Allergien, wird eine fur die Pathogenese 
relevante Struktur oder ein Fragment derselben an eine Toxinkomponente 
gekoppelt. Es hat sich herausgestellt, dass sich Immuntoxine bei klinischem 
Einsatz durch hohe Immunogenitat auszeichnen konnen. Dadurch kommt es 
im Patienten zur Ausbildung von neutralisierenden Antikorpern, die das 
Immuntoxin inaktivieren. Im allgemeinen ist eine mehrmaiige und/oder 
kontinuierliche Gabe der Therapeutika fur langfristige kurative Effekte 
unumganglich. Dies wird besonders deutlich bei der Supprimierung von 
GewebeabstoBungsreaktionen nach Transplantationen, oder bei der 
Behandlung von Autoimmunerkrankungen, durch die teilweise belegte 
genetisch bedingte Pradominanz zu einer pathogenen Autoimmunreaktion. 

Rekombinante Fusionsproteine auf der Basis autologer, 
apoptoseinduzierender Proteasen (Apoptotika) 

Um einen direkten therapeutischen Effekt an den Zielzellen zu erzieien, hat 
man Antikorper mit radloaktiven Elementen oder mit Toxinen zu sogenannten 
Radioimmunkonjugaten oder Immuntoxinen (IT) verknupft. Beim Einsatz von 
radioaktiv-markierten anti-B-Zell-moAk bei B-Zelllymphomen konnten 
Tumorregressionen und sogar vollstandige Remission beobachtet werden 
(Jurcic, 3. G. and Scheinberg, D. A. 1995; Kaminskl, M. S. et al. 1996; Press, 
O. W. et al. 1993). Die Ergebnisse mit moAk gegen solide Tumoren hingegen 
waren eher ernuchternd (LoBuglio, A. F. and Saleh, M. N. 1992; Saleh, M. N. 
et al. 1992). Eine Erklarung hierfur scheint die zu geringe Tumorpenetration 
aufgrund ihrer GroBe, insbesondere bei schlecht vaskularisierten Tumoren, zu 
sein. In der weiteren Entwicklung wurden daher Antikorperfragmente oder 
zielzellspezifische Liganden an die entsprechenden . Effektoren gekoppelt. 
Rationale fiir . die Miniaturisierung waren eine bessere Gewebe- und 
Tumorpenetration durch verbesserte Diffusionseigenschaften, sowie eine 
erhoffte geringere Immunogenitat durch Reduzierung der antigenen 
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Determinanten (Pirker, R. 1988; Yokota, T.- et aL 1992). Verbesserte 
Klonierungstechniken ermoglichen die vollstandig rekombinante Herstellung 
von IT. Die genetischen Informationen der variablen Domanen eines moAk 
werden dabei uber einen synthetischen (GIy 4 Ser) 3 -Linker miteinander zur 
einem einzelstrangigen Fragment verknupft (scFv). Uber eine weitere Fusion 
auf DNA-Eben^e, wird die katalytische Domane, etwa eines Toxins, an das scFv 
fusioniert (Chaudhary, V. et aL 1990; Chaudhary, V. et aL 1989). Neben der 
Verwendung von scFv konnen auch Liganden fur Tumorzell-spezifische 
Rezeptoren an die Toxine gekoppelt werden (Klimka, A. et aL 1996). Neben 
diesen aktiven Bindern konnen auch passive Bindungsstrukturen fur das 
zellspezifische Targeting eingesetzt werden. Der wesentliche Unterschied 
beruht auf der Tatsache, dass Immunglobuline wie Antikorper und T-Zell- 
Rezeptoren Autoantigene und Allergene "erkennen". 1st das 
Immuntherapeutikum also ein Antiimmunkonjugat zur Behandlung von 
Autoimmunerkrankungen, GewebeabstoBungsreaktionen oder Allergien, wird 
eine fur die Pathogenese relevante Struktur oder ein Fragment derselben an 
eine Toxin komppnente gekoppelt (Brenner, T. etal. 1999). 

Die bislang am melstert verwendeten und damit am besten charakterisierten 
peptidischen Zellgifte sind die bakteriellen Toxine Diphtherietoxin (DT) 
(Beaumelle, B. et aL 1992; Chaudhary, V. et aL 1990; Kuzel, T. M. et aL 
1993; LeMaistre, C. et aL 1998), Pseudomonas Exotoxin A (PE) (Fitz Gerald, 
D. J. et aL 1988; Pai, L. H. and Rastan, I. 1998), sowie das aus Pflanzen 
stammende Ricin-A (Engert, A. et aL 1997; Matthey, B. et aL 2000; O'Hare, 
M. eta/. 1990; Schnell, R. eta/. 2000; Thorpe, P. E. et aL 1988; Youle, R. J. 
and Neville, D, M. J. 1980). Der zytotoxische Wirkmechanismus ist bei all 
diesen Toxinen trotz ihres unterschiedlichen evolutionaren Hintergrundes 
gleich. Die katalytische Domane inhibiert die Proteinbiosynthese durch 
Modifizierung des fur die Translation wichtigen Elongationsfaktors EF-2 oder 
der Ribosomen direkt, so dass EF-2 nicht mehr binden kann (Endo, Y. et aL 
1987; Iglewski, B. H. and Kabat, D. 1975). 
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Die systemische Applikation von Immuntoxinen fuhrt bei den meisten der 
bisher verwendeten Konstrukte zu mehr oder weniger starken 
Nebenwirkungen. Neben dem *Vaskular-Leak' Syndrom, (Baluna, R. and 
Vitetta, E. S. 1997; Schnell, R. et al. 1998; Vitetta, E. S. 2000) kommt es in 
Abhangigkeit von dem verwendeten Konstrukt und der applizierten Dosis zu 
Thrombozyto^enie, Hamolyse, Niereninsuffizienz und Obelkeit. Es konnten 
auch dosisabhangige und reversible Leberschadigungen beobachtet werden 
(Battelli, M. G. et al. 1996; Grossbard, M. L et al. 1993; Harkonen, S. et al. 
1987). Die beim Einsatz der Immunkonjugate oder Immuntoxine zu 
beobachtende Immunogenitat der verwendeten Konstrukte ist neben den 
dokumentierten Nebenwirkungen das zentrale Problem der Immuntherapie 
(Khazaeli, M. B. et al. 1994). Dies bezieht sich insbesondere auf die humorale 
Abwehr gegen die verwendeten katalytischen Domanen wie Ricin (HARA) 
(Grossbard, M. L et al. 1998), PE (Kreitman, R. 3. et al. 2000), oder DT 
(LeMaistre, C. F. et al. 1992). Theoretisch konnen alle nicht-humanen 
Strukturen eine Immunantwort provozieren. Einer wiederholten Gabe von 
Immuntoxinen .und Immunkonjugaten sind damit Grenzen gesetzt. Logische 
Konsequenz dieser Problematik ist die Entwicklung humaner Immuntoxine 
(Rybak, S. et al. 1992).! 

Humane Toxine fur den Einsatz in Immuntoxinen rekrutieren sich bisher 
ausschlieBlich aus sogenannten Ribonukleasen. Nachdem das zytotoxische 
Potential der humanen RNase A durch Mikroinjektion in Zelleh gezeigt werden 
konnte (Rybak, S. etal. 1991), wurde diese chemisch an einen anti-CD5 moAK 
gekoppelt und erfolgreich in einem in wVo-Modell getestet (Newton, D. L et al. 
1992). Da humane RNasen in extrazellularen Flussigkeiten, Plasma und 
Geweben vorhanden sind, geht man davon aus, dass diese bei einem Einsatz 
in Immuntoxinen weniger immunogen sind. Angiogenin (ANG), ein 14 kDa 
Protein mit einer 64%lgen Sequenzhomologie zu RNase A, wurde erstmals aus- 
tumorzellkonditioniertem Medium isoliert, wo es aufgrund seiner Fahigkeit 
GefaBwachstum zu induzieren entdeckt wurde (Fett, J. W. et al. 1985). Es 
konnte gezeigt werden, dass die t-RNA spezifische RNase-Aktivitat von 
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Angiogenin zytotoxisches Potential hat (Saxena, S. K. et al. 1992; Shapiro, R. 
et al. 1986). Entsprechend chemisch konjugierte Immuntoxine zeigten in der 
Folge eine zellspezifische toxische Aktivitat (Newton, D. et al. 1996; Yoon, J. 
M. et al. 1999). Um die Wirksamkeit von ANG-basierten scFv-Immuntoxinen 
zu evaluieren, wurden verschiedene Konformationen von ANG mit dem 
epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) konstruiert und in vitro erfolgreich 
getestet (Yoon, J. M. et al. 1999). Ein weiteres Mitglied der RNase- 
Superfamilie ist das eosinophil Neurotoxin (EDN). Fur das 18,4 kDa groBe 
EDN konnte bisher nur die direkte Neurotoxizitat beschrieben werden. Auf 
Grundlage der dokumentierten Potenz, wurden verschiedene EDN-basierte 
Immuntoxine konstruiert und in vitro ebenfalls erfolgreich getestet (Newton, 
D. etal. 1994; Zewe, M. etaL 1997). 

Neuere Untersuchungen zeigen, dass ANG durch einen zelleigenen 
zytoplasmatischen Ribonukleaseinhibitor (RI) blockiert werden kann. Dies 
schrankt die Wirksamkeit von auf ANG basierenden IT bei RI(+)-Zielzellen ein 
(Leland, P. A. etal. 1998). 

Der Erfindung liegen die folgenden technischen Probleme zugrunde: 
Herabsetzung der Immunogenitat der Immuntherapeutika, Herabsetzung der 
reduzierten Wirkungsaktivitat durch unspezifische Inaktivierung sowie 
Verbesserung der durch wirtseigene spezifische Inhibltoren reduzierten 
Wirkungsaktivitat. 

Gelost werden diese Probleme durch einen Komplex, der gebildet ist aus 
mindestens einer Komponente A und mindestens einer Komponente B, wobei 
die Komponente A eine Bindungsaktivitat fur zellulare Oberflachenstrukturen 
und Komponente B eine Protease oder Derivate davon als Effektorfunktion 
tragt. 



Den erfindungsgemaBen Komplex kann man auffassen als einen heterologen 
Komplex, welcher mindestens zwei Domanen, eine Effektordomane und eine 
Bindungsdomane, umfasst. 
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Die Effektordomane besteht aus einer dem zu behandelnden Organismus 
eigenen Protease, vorzugsweise Granzyme B im Menschen, einer die naturliche 
Apoptose induzierenden Protease oder einem Derivat derselben. Die 
Bindungsdomane besteht aus einer Struktur, welche eine Bindung und 
Internalisierung in strukturell definierte Zielzelien ermoglicht. 

Von Vorteil ist, dass es sich bei der katalytischen Domane um ein 
korpereigenes Protein oder ein Derivat desseiben handelt und dadurch bedingt 
die zu erwartende Immunogenitat drastisch reduziert ist. Insbesondere bei den 
im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen, Allergien und 
GewebeabstoSungsreaktionen zu eliminierenden reaktiven Zellen des 
Immunsystems, handelt es sich im physiologischen Sinne um normale Zellen. 
Diese Zellen lassen eine normale Empfindlichkeit gegenuber naturlichen 
apoptoseinduzierenden Elementen erwarten. 

Vorzugsweise weist der erfindungsgemaBe Komplex neben den Komponenten 
A und B eine oder mehrere supplemental Komponenten S auf. Der Fachmann 
weiB aufgrund seiner Erfahrung, dass zusatzliche Merkmale und Eigenschaften 
entscheidenden Beitragffur die effiziente Hersteilung und/oder Wirksamkeit der 
erfindungsgemaBen Komplexe haben konnen. Bedingt durch die. 
Verschiedenheit der mit den erfindungsgemaBen Komplexen zu behandelnden 
Erkrankungen kann eine Adaption der Kompiexe an die jeweiligen besonderen 
Gegebenheiten notwendig sein. 

Vorzugsweise wird die Komponente A des erfindungsgemaBen Komplexes 
ausgewahlt aus der Gruppe aktiv bindender Strukturen, bestehend aus 
Antikorpern, deren Derivate und/oder Fragmente, synthetischen Peptlden oder 
chemischen Molekulen, Liganden, Lektinen, Rezeptorbindungsmolekuien, 
Cytokinen, Lymphokinen, Chemokinen, Adhasionsmolekulen, die an Cluster of 
Differentiation (CD-Antigene), Zytokin-, Hormon-, Wachstumsfaktor- 
Rezeptoren, Ionenpumpen, kanalbildende Proteine binden und. deren 
Derivaten, Mutanten oder Kombinationen davon. 
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In einer weiteren Ausfuhrungform des erfindungsgemaBen Komplexes ist 
dieser dadurch gekennzeichnet, dass die Komponente A ausgewahlt wird aus 
der Gruppe passiv gebundener Strukturen aus Allergenen, peptldischen 
Allergenen, rekombinanten Allergenen, Allergen-idiotypischen Antikorpern, 
autoimmunprovozierenden Strukturen, GewebeabstoBungs-induzierenden 
Strukturen unci deren Derivate, Mutanten oder Kombinationen davon. 

Die Komponente B des erfindungsgemaBen Komplexes besitzt insbesondere 
proteolytische Eigenschaften oder mindestens eine Protease, deren Derivate, 
Mutante oder Kombination davon. 

Keine der bisher in Immuntoxinen beschriebenen Effektordomanen nutzen 
proteolytische Eigenschaften und initiieren direkt die naturlichen Mechanismen 
zur Einleitung der Apoptose in den Zielzellen. Die Effekte bislang beschriebener 
Immuntoxine beruhen immer auf einer Storung oder Inhibition der Translation 
in den Zielzellen. Die daraus resultierende Beeintrachtigung der Vitalitat der 
Zellen kann indirekt zu einer Einleitung der Apoptose fuhren (Bolognesi, A. 
etal. 1996; Keppler-Hafkemeyer, A. et al. 1998; Keppler-Hafkemeyer, A. 
etal. 2000). VorzugsweSse aktivlert die Komponente B des erfindungsgemaBen 
Komplexes Komponenten der zeliinharenten Apoptose direkt und induziert 
damit die Apoptose in den uber die Bindung von Komponente A definierten 
Zellen. 

In einer weiteren Ausfuhrungsfprm des erfindungsgemaBen Komplexes ist die 
Komponente B ein Mitglied der Cathepsin-Protease-Familie, der Calpaine, der 
Granzyme, oder ein Derivat der vorgenannten Proteine oder eine Kombination 
davon. 

Besonders bevorzugt ist Granzym B (GB) oder ein Derivat davon als 
Komponente B des erfindungsgemaBen Komplexes. Die serinabhangige und 
aspartamspezifische Protease Granzym B ist von besonderem Interesse. 
Granzym B ist eine Komponente der zellularen Immunabwehr, die nach 
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Aktivierung zytotoxischer T-Zellen (CTL) oder naturlicher Kilierzellen (NK) aus 
den zytotoxischen Granula dieser Zellen ausgeschuttet wird (Kam, C. M. et a/, 
2000; Shresta, S. et al. 1998). Nach perforinabhangiger Translokation von 
Granzym B in das Zytoplasma attackierter Zellen wird eine proteolytische 
Kaskade initiiert, die in der Apoptose der Zielzelle endet (Greenberg, A. H. 
1996). Die genaue Funktion des mit dem Granzym B ausgeschutteten Perforin 
wird zur Zeit noch diskutiert, ist aber alleine nicht in der Lage, Apoptose zu 
induzieren. Perforin lagert sich in der Zellmembran zu 12-18meren zusammen 
und bildet dadurch 15-18 nm Poren. Ursprunglich ging man davon aus, dass 
Granzym B durch diese Poren in das Zytoplasma der Zielzellen gelangt. Das 
32 kDa Protein Granzym B ist fur diese Passage aber zu groB. 
Wahrscheinlicher ist die Annahme, das nach Bindung des Granzym B an 
Perforin und sukzessiver Internalisierung dieses Komplexes, Perforin die 
endosomalen Freisetzung des Granzym B unterstiitzt (Jans, D. A. et al. 1996). 
In den letzten Jahren konnten verschiedene Proteine identifiziert werden, 
weiche durch GB-vermittelte Spaltung aktiviert und in direktem 
Zusammenhangjriit der Apoptose stehen. So konnte in vitro die GB-bedingte 
proteolytische Aktivierung verschiedener Procaspasen, insbesondere 3 und 8, 
dokumentiert werden (Fernandes-Alnemri, T. et al. 1996; Srinivasula, S. M. et 
al. 1996), weiche zu den zentralen Proteasen bei der Apoptose gerechnet 
werden (Nicholson, D, W. and Thornberry, N. A. 1997). Weitere zytotoxische 
Aktivitaten entfaltet Granzym B im Zellkern. Granzym B wird, nachdem es in 
das Zytoplasma der Zielzelle eingedrungen ist, relativ schnell caspaseabhangig 
in den Zellkern transloziert (Pinkoski, M. J. et al. 2000). Dort ist Granzym B 
zum Beispiel in der Lage, das nukleare Matrixantigen und die poly-(ADP- 
Ribose)-Polymerase zu schneiden (Andrade, f. et al. 1998). Eine schnelle 
Apoptose konnte in Zellen beobachtet werden, nachdem Granzym B im 
Zellkern akkumulierte (Trapani, J. A. et al. 1998; Trapani, J. A. et al. 1998). 
Neuere Daten belegen die Initiierung der Apoptose uber die direkte 
proteolytische Spaltung von Bid> einem Mitglied der Bcl-2-Familie mit nur einer 
BH3-Domane. Die nach der Spaltung verkurzte Form tBid lagert sich in die 
mitochondriale Membran ein und depolarisiert diese. Dadurch wird die 
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Freisetzung von Cytochrom C und einem apoptoseinduzierenden Faktor aus 
den Mitochondrien in das Zytoplasma induziert, was den Zelltod entscheidend 
beschleunigt (Sutton, V. R. et al. 2000). Weitere caspaseunabhangige toxische 
Eigenschaften des Granzym B konnten beschrieben werden, wobei der zu 
Grunde liegende Mechanismus bisher ungeklart ist (Beresford, P. J. et al. 
1999; Sarin, A. etal. 1997). 

Weitere Ausfuhrungsformen der erfindungsgemaBen Komplexe konnen eine 
oder mehrere verschiedene Komponenten S enthalten. Der Fachmann ist 
aufgrund seines Wissens in der Lage, die Vorteile und Notwendigkeit von 
zusatzlichen Komponenten und/oder Merkmalen in Zusammenhang mit den 
erfindungsgemaBen Komplexen zu bewerten. Die Komponenten S konnen zum 
Beispiel folgenden Zwecken dienen: 

Der induzierbaren Regulierung der Syntheseleistung (z. B. 
induzierbare Promotoren). . 

Der Steuerung der Proteinbiosynthese (z. B. Leader-Sequenz). 
Der Aufreinigung des Komplexes oder seiner Komponenten (z. B. 
His-Tag, Affinitats-Tags). 

Der Translokation des Apoptotika in die Zielzellen (z. B. 
Translokationsdomane, amphiphatische Sequenzen). 
Der intrazellularen Aktivierung. der Komponente B (synthetisches 
Pro-Granzyme B, amphiphatische Sequenzen). 

Gegenstand der Erfindung sind auch Nukleinsauremolekuie oder Vektoren, die 
fur den erfindungsgemaBen Komplex oder fur einzelne Komponenten zur 
Herstellung des Komplexes kodieren. Den Erfindern ist es gelungen, die 
Expression der Apoptotika in eukaryontischen Zelien humanen Ursprungs zu 
dokumentieren. Dies legt die Eignung von Nukleinsauren, die fur einen 
erfindungsgemaBen Komplex kodieren, auch fur gentherapeutische Ansatze 
nahe. Der Fachmann ist aufgrund seines Wissens in der Lage, die vielfaltigen 
Aspekte und Moglichkeiten gentherapeutischer Interventionen in 
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Zusarnmenhang mit den verschiedenen zu behandelnden Erkrankungen zu 
erkennen. Neben der lokalen Applikation relativ unspezifischer Vektoren (eg. 
kationische Lipide, nonvirale, adenovirale und retrovirale Vektoren) wird in 
naherer Zukunft auch eine systemische Applikation mit modifizierten 
zielzellspezifischen Vektoren moglich werden. Bis zur VerfCigbarkeit solcher 
Systeme bietet die gezielte Transfektion definierter Zellpopulationen ex vivo 
und deren Ruckfuhrung in den zu behandelnden Organismus eine interessante 
Alternative (Chen, S. etai 1997). 

Auch zellulare Kompartimente oder Organismen, die nach Transformation oder 
Transfektion mit den erfindungsgemaBen Nukleinsauremolekulen oder 
Vektoren vollstandige erfindungsgemaSe Komplexe oder einzelne 
Komponenten davon synthetisieren, werden erfindungsgemaB beansprucht. 

Die erfindungsgemaBen zellularen Kompartimente sind entweder 
prokaryontischen Ursprunges, insbesondere aus E.coti, B.subtilis, S.carnosus, 
S.coelicotor, Marinococcus sp. r oder eukaryotischen Ursprunges, insbesondere 
aus Saccharomyces sp. f Aspergillus sp. t Spodoptera sp., P.pastoris, primare 
oder kultivierte Saugerzeilen, eukaryontische Zelllinien (z. B. CHO, Cos oder 
293) oder pflanzliche Systeme (z. B. N.tabacum). 

Arzneimittel enthaltend einen erfindungsgemaBen Komplex. Typischerweise 
werden die erfindungsgemaBen Komplexe in physiologisch vertraglichen 
Darreichungsformen gegeben. Dazu gehoren z.B. Tris-, NaCI-, Phosphatpuffer 
und alle zugelassenen Puffersysteme, insbesondere auch Puffersysteme die 
sich durch Zusatz zugelassener Proteinstabilisatoren auszeichnen. Die 
Applikation erfolgt insbesondere uber parenterale, intravenose, subkutane, 
intramuskuiare, intratu morale, transnasale Applikation sowie Applikation uber 
Schleimhaute, 
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Die Dosis der zu verabreichenden erfindungsgemaBen Komplexe muss fur jede 
Applikation bei jeder neu zu therapierenden Erkrankung durch klinische Phase 
I-Studien (Dosis-Eskalationsstudien) ermittelt werden. 

Nukleinsauren oder Vektoren, die fur einen erfindungsgemaBen Komplex 
kodieren, Werden vorteiihafterweise in physiologisch vertraglichen 
Darreichungsformen gegeben. Dazu gehoren z.B. Tris-, NaCI-, Phosphatpuffer 
und alle zugelassenen Puffersysteme, insbesondere auch Puffersysteme die 
sich durch Zusatz zugelassener Stabilisatoren fur die zu verwendenden 
Nukleinsauren und/oder Vektoren auszeichnen. Die Applikation erfolgt 
insbesondere uber parenterale intravenose, subkutane, intramuskuiare, 
intratumorale, transnasale Applikation sowie Applikation uber Schleimhaute. 

Der erfindungsgemaBe Komplex, dafiir kodierende Nukleinsauremolekule nach 
und/oder zellulare Kompartimente konnen zur Herstellung eines Arzneimittels 
zur Behandlung maligner Erkrankungen, Ailergien, Autoimmunreaktionen, 
chronischen Entzundungsreaktionen oder Gewebeabstossungsreaktionen 
verwendet werden. 

Am Beispiel des anti-CD30 Apoptotikums Ki-4(scFv)-Granzym B (siehe unten) 
(KGbMH) konnte 'die zytotoxische Wirksamkeit eines auf der vorliegenden 
Erfindung beruhenden Komplexes am Beispiel der Hodgkinzelilinie . L540Cy 
bewiesen werden. Die Sezernierung dieses funktionellen Komplexes aus 
eukaryontischen Zellen demonstriert zudem die potenzielle Eignung der 
erfindungsgemaBen Proteine fur eine gentherapeutische Anwendung. 
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Herstellung des rekombinanten CD30-spezifischen Apoptotikums 
Ki-4(scFv)-Granzym B (KGbMH) 

Methoden 

Bakterieti/ Oligonukleotide und Plasmide 

E.coli XLl-blue wurden fur die Propagierung der Plasmide verwendet, 
Synthetische Oligonukleotide wurden von der Firma MWG (Martinsried, 
Deutschland) bezogen. Die Preparation der Plasmide erfolgte nach der 
Alkalischen-Lyse-Methode und wurden mit Hilfe der Plasmid-Purification-Kit's 
von Qiagen (Hilden, Deutschland) aufgereinigt. 

Zelllinien 

Alle verwendeten Zelllinien (Tabelle 1) wurden in Komplexmedium (RPMI- 
1640, 10% FCS,50 \xg/m\ Penicillin und 100 ng/ml Streptomycin) bei 37°C in 
einer Atmosphare von 5% C0 2 kultiviert. 

Die Anreich'erurig/Kultivierung transfizierter Zellen erfolgte unter 
Selektionsdruck mit 100 p.g/ml Zeocin, • 



Zelllinie 


Ursprung 


Referenz 


293T 


Humane, embryonale 
Nierenzeilen 


(Graham, F. L etal. 1977) 


L540Cy 


Hodgkin-Lymphom 


(Kapp, U. etal. 1992) 


IMR5 


Neuroblastom 


(Bukovsky, J. etal. 1985) 



Tabelle 1: Verwendete Zelllinien 
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Klonierungstechniken 
Rekombinante Techniken 

Fur die Klonierung, Analyse und Konstruktion der verschiedenen DNA- 
Fragmente ijnd die verwendeten Plasmide wurden Standardtechniken 
angewendet (Sambrook, J. et al. 1989). Die jeweiligen Gebrauchsvorschriften 
der Hersteller fur die Verwendung ihrer Produkte, insbesondere bei Enzymen 
und Kits, wurden entsprechend berucksichtigt. Verwendet wurden Enzyme und 
Kits der Firmen Qiagen, Roche, NEB, AGS und Genecraft. 

cDNA Herstellung 

Humane RNA wurde aus Vollblut mit Hilfe des QIAamp RNA Blood Mini Kits 
gewonnen. Die so gewonnene RNA wurde mit dem First-Strand cDNA 
Synthesis Kit von Pharmacia Biotech in cDNA umgeschrieben. Neben den im 
Kit bereitgestellten Primern wurden fur die Erststrangsynthese auch die 
speziftschen Primer fur Granzym B eingesetzt. 

i 

PCR 

v 

Die Erststrang-cDNA wurde sofort in einer PCR mit den GB-spezifischen 
Primern amplifizieren. Das Design der Primer orientierte sich an den in der 
PubMed-Gendatenbank unter Accession-Nummer NM_004131 verfugbaren 
Sequenzdaten. 

Die PCR wurde unter Standardbedingungen in einem Primus-Thermocycler 
(MWG, Martinsried) durchgefuhrt. Standard Programmierung: 96°C,5'; 30x 
(96°C,1'; 60°C,1'; 72°C, 1'); 72°C / 4'. 
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Klonierung der eukaryontischen Expressionsplasmide 

Grundplasmid fur die Klonierung und eukaryontische Expression der 
rekombinanten GB-Fusionsproteine war das pSecTag2 (Invitrogen, 
Niederlande). Nach verschiedenen Umklonierungen und Modifikationen im 
Bereich der MCS und der Markerepitope, waren wir in der Lage, das Ki-4(scFv) 
aus dem bakteriellen Expressionsvektor pBMl.l-Ki-4 (Barth, S. et al. 2000) 
und uber Xho I/Cel II das Granzym B in die neugestalteten pMS-Plasmide zu 
klonieren. 

Weitere hiervon abgeleitete pMS-Plasmide enthielten die IVS und die IRES- 
Sequenz sowie die hieran anschlieBende Sequenz fur das Reportergen EGFP 
(green fluorescent protein) aus dem pIRES-EGFP-Plasmid (Clontech, USA). 
Dies ermoglichte eine unkomplizierte Bestimmung der Transfektionsrate und 
vereinfachte die Selektion transfizierter Zellpopulationen. 

Alle verwendeten Plasmide verfugten somit tiber folgende Merkmale: 

CMV-Promotor fflr die konstitutive Expression der GB-Konstrukte 
Muriner IgnKappa-Leader fur die Sezernierung der Immuntoxine 
BGH-Polyadenylierungssequenz 
Zeocin-Resistenzgen fur die Selektion in Eukaryonten 
ColEl-Ori fur die Replikation in Prokaryonten 
Ampicillinresistenzgen fur die Selektion in Prokaryonten 

Die Unterschiede der verwendeten Plasmide sind in Fig. 3 dargestellt. Das 
Plasmid pMS-KGb kodiert im Gegensatz zum pMS-KGbMH fur ein Ki-4(scFv)- 
Granzym B-Fusionsprotein ohne Myc- und His-Tag und sollte klaren, ob C- 
Terminal angefugte Sequenzen die Funktionalitat des Immuntoxins 
beeinflussen. Das Anfugen der IVS/IRES/EGFP-Sequenz an diese beiden 
Konstrukte sollte einen moglichen Effekt des EGFP auf die Immuntoxin- 
Syntheseleistung der Zellen klaren (eg. pMS-KGb IG/B und pMS KGb II), 
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Ein Beispiel fur die vollstandige Struktur der pMS-Plasmide ist in Fig, 1 
dargestellt. 

Sequenzierung 

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Didesoxy-Kettenabbruch-Methode 
(Sanger, F. et al. 1977) durchgefuhrt Das verwendete ABI PRISM BlgDye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit enthalt alle notwendigen 
Komponenten fur die Reaktion auBer Template und Primer. Die 
Sequenzreaktionen wurden an einem Primus-96plus Thermocycler mit 
Heizdeckel (MWG-Biotech) ohne PCR-OI durchgefuhrt. 

Transfektion eukaryontischer Zellen 

Die Transfektion eukaryontischer Zellen wurde mit TransFast®, einem 
synthetischen kationischen Lipid (Promega), durchgefuhrt. Das verwendete 
Plasmid pMS-KGb II verfugte uber das EGFP- Reportergen. Die 
Transfektionsraten bei 293T-Zellen lag zwischen 50-80%, was durch 
Auszahlen der grun ; fluoreszierenden Zellen am Fluoreszenzmikroskop 
bestimmt werden konnte. Die Transfektion wurde nach dem Herstellerprotokoll 
durchgefuhrt. Nach 3 Tagen wurden die transfizierten Zellen in kieine 
Zellkulturflaschen umgesetzt und unter Zeocin®-Selektionsdruck (100 ^.g/rnl) 
weiter kultivieren und selektioniert. 

Aufreinigung der rekombinanten Proteine 

Die Proteinaufreinigungen wurden ausschlieBlich mit NiNTA (Qiagen) 
durchgefuhrt. Diese Methode der Immobilisierten-Metall-Affinitats- 
Chromatographie (IMAC) nutzt die ladungsbedingte Affinitat von Histidin- 
Clustern (HisTag) in Proteinen, urn an uber NTA immobilisierte Ni 2+ -Ionen zu 
binden (Hochuii, V. 1989; Porath, J. eta/. 1975). Imidazol, ein Histidinanalog, 
kompetiert bei der Elution der rekombinanten Proteine mit dem His-Tag. 
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Proteinminiprep 

Die Proteinminipraparationen erfolgten in Anlehnung an die Qiagenprotokolle 
(The Expressionist 07/97) zur nativen Aufreinigung von Proteinen mit einem 
His-Tag (Crowe, J. et al. 1994). Das NilMTA wurde vor Verwendung 3x mit 
lfach Inkubationspuffer gewaschen und darin bei 4°C gelagert (NINTA 50%ig). 
Durchfuhrung des Protokolls bei RT, alle Zentrifugationsschritte bei 6000 
U/min in einer Tischzentrifuge. 

1,2-1,5 ml Zellkulturiiberstand 2' zentrifugieren urn Zellen und 
Zellbestandteile zu sedimentieren. 900 jutl dieses Zellkuituruberstandes mit 300 
]i\ 4fach Inkubationspuffer (200 mM NaH 2 P0 4 , pH 8,0; 1,2 M NaCI; 40 mM 
Imidazol) und 30 |jd 50%iges NiNTA in einem 1,5 ml-EppendorfgefaB 
versetzen. 1 h unter schutteln inkubieren. 1' zentrifugieren und den 
Oberstand verwerfen. Das NiNTA-Pellet 2x in 175 ^i lfach-Inkubationspuffer 
resuspendieren und den Oberstand nach 1' Zentrifugation jeweils verwerfen. 
30 jil Eiutionspuffer (50 mM NaH 2 P0 4 , pH 8,0; 300 mM NaCI; 250 mM 
Imidazol) zum NiNTA-Pellet zugeben und 20 min bei RT unter schutteln 
inkubieren. Das Pellet l'abentrifugieren und den Oberstand mit dem 
aufgereinigten Protein it} ein neues EppendorfreaktionsgefaB uberfuhren. 

Aufreinigung von Proteinen iiber NiNTA Affinitatssaulen 

Die Proteinaufreinigung iiber NiNTA-Affinitatssalen wurde an einer Bio-Rad 
Biologic Workstation mit einem Fraktlonssammler Model! 2128 und einem 
entsprechenden Controller-PC durchgefuhrt. Die verwendeten Puffer sind 
identisch zu den im Proteinminiprep verwendeten. Nach Elution der 
rekombinanten Proteine wurden diese aufkonzentriert und umgepuffert. 

Proteinkonzentrierung und Umpufferung mittels Ultrafiltration 

Urn die aufgereinigten Proteine in verschiedenen Tests einzusetzen, mussten 
die von der NiNTA-SauIe eluierten Proben aufkonzentriert, deren Konzentration 
bestimmt und umgepuffert werden. Durch das Umpuffern in PBS wurde auch 
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das fur Zellen schadliche Imidazol des Elutionspuffers aus den Praparationen 
entfernt. 

Fur die Aufkonzentrierung und Umpufferung wurde eine Amicon 2000 
Ultrafiltrationskammer der Firma Amicon und Diaflo Ultrafiitrations-Membranen 
mit einer PorenausschlussgroBe fur Proteine < 10 kDa verwendet. Unter 
Hochdruck aus einer Stickstoffgasflasche wurden die GB-Fusionsproteine 
aufkonzentriert und anschlieBend umgepuffert. 

Die konzentrierte Proteinlosung wurde nach sterilfiltrieren in einem 1,5 ml- 
ReaktionsgefaB bei 4°C lagern. 

Proteinmengenbestimmung 

Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der eingeengten 
Proteinproben wurde ein modifizierter Lowry-Assay (Lowry, O. H. et ai. 1951) 
(Bio-Rad-DC-Proteln-Test) eingesetzt. 

Neben der Gesamtproteinbestimmung wird mit den Proben eine SDS-PAGE- 
Gelelektrophorese mit anschliessender Coomassie-Farbung des Gels 
durchgefiihrt. Dies erlaubte eine Abschatzung uber den Anteil des 
aufgereinigten rekombinanten Proteins am Gesamtprotein in der Probe. 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Fur die Gelelektrophorese von Proteinen wurden ausschlieBlich vorgefertigte 
lineare 4-15% Tris-HCI-Gradientengele in der entsprechenden Ready Gel Cell 
Gelkammer (Bio-Rad) verwendet. Nach 10 ' Kochen der ' Proben in nicht 
reduzierendem 4x Roti-Load-Proben puffer (Fa. Roth) wurden die Proben auf 
die Gele aufgetragen. Gelelektrophorese in einem Tris/Glycine/SDS-Laufpuffer 
(Bio-Rad) 0,6 h mit 200 V bei RT. 
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Western-Blot 

Durchfuhrung nach dem Tankverfahren in einer Mini Trans-BIot-Cell-Kammer 
(Bio-Rad) auf PVDF-Hybond-Membranen (Amersham/Pharmacia). 
Transferbedingungen: 1,2 h bei 500 mA in Blotpuffer (25 mM Tris-Base; 192 
mM Glycin, pft 8,3; 20% Methanol). 

Immunfarbung von Western blots 

Die Immunfarbung der geblotteten Proteine wurde nach Standardmethoden 
durchgefuhrt Der Nachweis der GB-Fusionsproteine erfolgte mit dem Anti- 
Penta-His-Antikorper von Qiagen (1/5000 Vol. in TTBS (1,4 g/l Trisbase; 
6,05 g/l Tris-HCl; 8,78 g/l NaCI, pH 7.5; 0,05% Tween20; 0,1% BSA)). Die 
Detektion wurde uber einen ein HRP-konjugierter Esel-Anti-Maus IgG 
(Dianova) (1/10000 Vol. in TTBS) durchgefuhrt. Fur die finale 
Chemilumeneszenzreaktion wurde das ECL-System (Amersham Pharmacia) 
verwendet und entsprechende X-Ray Rime (Roche) belichtet. 

Coomassie-Farbung Von SDS~PAGE-Gelen 

SDS-PAGE-Gele wurden in die Farbelosung (0.25% Coomassie Brilliant Blue 
R250; 45% Methanol; 45% ddH 2 0; 10% Essigsaure) gelegt und 1 h auf einem 
Rotationsschuttler inkubiert. Danach wurden die SDS-PAGE-Gele mehrfach in 
einer Entfarbelosung (45% Methanol; 45% ddH 2 0; 10% Essigsaure) 
gewaschen und abschlieBend mit H 2 0 gereinigt. 
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In-wtro-Charakterisierung der rekombinanten Proteine 
FACS-Analysen 

Die Bindungsfahigkeit der von den transfizierten Zellen sezernierten KGb- 
Konstrukte wurde uber Zelldurchflusszytometrie bestimmt (Barth, S. et al. 
1998). Zellsuspensionen mit 2xl0 5 Zellen wurden kurz in PBS/BSA/N 3 (PBS 
mit 0,2% BSA und 0,05% Natriurnazid) gewaschen und anschlieBend mit 
Zellkulturuberstanden Oder aufgereinigtem GB-Apoptotika in PBS/BSA/N 3 30' 
bei 4°C inkubiert. Nach 3 Waschungen wurden die Zellen 30'bei 4°C mit 
1/1000 Vol. anti-Penta-His in PBS/BSA/Azid inkubiert Erneutes 3maliges 
Waschen der Zellen und 15' Inkubation mit 1/50 Vol. FITC-Ziege-anti-Maus 
Ak in PBS/BSA/Azid. Nach 3 weiteren Waschungen in PBS/BSA/Azid wurde die 
Zellsuspension mit 2 pi 6,25 mg/ml Propidiumjodid versetzt und sofort in 
einem FACS-Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) analysiert. 

XTT-Viabilitatstests 

Die Bestimmung des zytotoxischen Potentials der GB-Fusionsproteine wurde 
uber die Substratumsetzung von gelbem Tetrazoliumsalz zu wasserloslichem 
Formazanfarbstoff Zellen bestimmt (Barth, S. et al. 2000). Die relative 
Viabilitat der Zellen wurde dabei uber Positivkontrollen von mit Zeocin 
versetzten Zellen ermittelt. 

In 96-Loch Flachbodenplatten wurden In Zwei-Vierfachansatzen jeweils Ver- 
dunnungsreihen .des Toxins oder von Zellkulturuberstanden angesetzt, Dazu 
wurden in jedes Loch der ersten Reihe 120 pi Uberstand vorgelegt; In die 
restlichen Locher der Verdunnungsreihe 100 ^1 Komplexmediurn. Jeweils 20 pi 
von der ersten Reihe in die nachste Verdunnungsstufe pipettieren (1:5- 
Verdtinnung). Positivkontrolle: 120 jlxI Komplexmediurn mit Zeocin (100- 200 
fig/ml); Negativkontrolle nur Komplexmediurn. l-0,8xl0 4 Zellen in 100 pi 
Komplexmediurn wurden dann zu den Verdunnungsreihen pipettiert und 24-48 
h bei 37°C in einem Brutschrank bei 5% C0 2 inkubiert. Nach Zugabe von 50 nl 
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XTT/PMS (finale Konzentration von 0,3 mg und 0,383 ng) pro- Loch und einer 
weiteren 4-48 h Inkubation der Zellen erfolgte die photometrische Messung 
der XTT-Substratumsetzung als Subtraktion von OD450nm-OD650nm in einem 
ELISA-Reader. 

Ergebnisse 
Granzym B-PCR 

Neben den GB-spezifischen Sequenzen (GroBbuchstaben) wurden uber die 
Primer Restriktionsschnittstellen fur die weitere Klonierung an das 
Amplifikationsprodukt angefugt (xx-Gb-back: Xbal r Xhol; Gb-for: Cel II, 
Bam HI ) 

xx-Gb-back: gcartcgagtctagaATCATCGGGGGACATGAGGCCAAG 
Gb-for: ttcgtgctcagctagtttggaita^ 

Das Produkt der PCR zeigte die erwartete Lange von 720 bp (Fig, 2). 
Plasmidkonstruktionen 

Alle Kionierungen des GB wurden uber Xho I und Cel II in die verschiedenen 
verfugbaren pMS-Plasmide durchgefilhrt. Die Verifizierung der Kionierungen 
erfolgte uber spezifische Restriktionsanalysen, der Sequenzierung von KGbll 
und dem immunhistochemischen Nachweis von KGbMH im Uberstand 
transfizierter 293T Zellen (eg. pMS-KGbMH und pMS-KGb II) (Fig. 3). 
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Sequenzierung ' 

Eine erste Sequenzierung wurde anhand des GB-PCR-Produkts mit den GB- 
spezifischen Primern durchgefuhrt und bestatigte die GB-Sequenz, Die 
vollstandige GB-Sequenz wurde auf Grundlage des pMS-KGb Il-Plasmides 
ermittelt Fur; die uberlappende Sequenzierung in beide Richtungen wurden 
jeweils die GB-spezifische Primer (eg xx-Gb-back; Gb-for) sowie jeweils ein 
plasmidstandig'er Primer, ca. 100 bp 5' bzw. 3' der fur die Klonierung 
reievanten Schnittstellen verwendet. Diese Sequenzierung zeigte eine 
100%ige Homologie zu der in der Genbank von PubMed veroffentlichten GB- 
Sequenz unter der Accession-Nummer NM_004131. 

Expression der rekombinanten Proteine 

Die Expression der Apoptotika erfolgte ausschlieBlich in eukaryontischen Zellen 
(eg, 293T). Fig. 4 zeigt das Ergebnis eines Western-Blot nach einem Protein- 
Miniprep. 

FACS-Analysen 

Urn die Bindungsfahigkeit der eukaryontisch exprimierten KGB-Apoptotika zu 
evaluieren wurden FACS-Analysen auf CD30(+)- (eg L540Cy) und CD30(-)- 
Zelllinien (eg IMR5) durchgefuhrt. Auf der Negativzelllinie und den 
entsprechenden Kontrollen konnte keine Farbung der Zellen im FACS 
dbkumentiert werden. Die Farbung der CD30(+)-Zelleh mit den KGB- 
Apoptotika hingegen war identisch zu der Positivkontrolle mit Ki4moAk (Fig. 
5). Dies zeigt die Ki-4(scFv) vermittelte Bindung der KGbMH-Apoptotika und 
das Fehlen unspezifischer Bindungen an die untersuchten Zellen. 
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XTT-Viabilitatstests 

Kompetition von KGbMH mit Ki4-moAk 

Neben den FACS-Analysen wurde eine Kompetition des KGbMH mit dem 
monoklonalen^i Ki-4»Antik6rper auf L540Cy durchgefuhrt Neben einem 
einfachen XTT-Viabilitatstest mit Zellkulturuberstanden (KGb II) von stabil 
transfizierten 293T-Zellen, wurde eine Verdunnungsreihe von Ki4-moAk 
(Ausgangskonzentration 40 ng/ml) in 100 |lxI KGbMH-haltigen 
Zellkulturuberstand vorgelegt (KG+Ki4). Der spiegelsymmetrische Verlauf der 
Viabilitatskurven in Fig. 6 zeigt, dass KGbMH erfolgreich durch Ki-4-moAK 
blockiert werden kann. 



Oberstande transient transfizierter 293T-Zellen 

Der XTT-Viabilitatstest mit den Zellkulturuberstanden von transient 
transfizierten 293T-Zellen diente der Klarung verschiedener zentraler Fragen: 

Sind humane/eukaryontische Zellen in der Lage, ein fur sie potentiell 
toxisches Apoptotika zu produzieren und zu sezernieren? 

1st die GB-Apoptotika-Syntheseleistung der transfizierten Zellen 
ausreichend, um einen zytotoxischen Effekt gegenuber den 
Zielzellen zu entfalten und ist damit ein potenzieller 
gentherapeutischer Einsatz ermoglicht? 

Inwieweit beeinflusst das C-terminale Anfiigen von Markerepitopen 
(eg. Myc und His-Tag) die Funktionalitat der GB-Apoptotika? 

Wird die GB-Apoptotika-Synthese durch die gleichzeitige Synthese 
des EGFP beeintrachtigt? 
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Je 1x10 s Zeilen 293T wurden mit jewells 1 pg Plasmid-DNA und 3 pi Transfast 
in einer 12-Loch Platte mit TransFast transfiziert. Es wurden jeweils 2 
unabhangige Transfektionen parallel angesetzt. 72 h nach Transfektion wurden 
die Zellkulturuberstande mit jeweils 120 pi in der ersten Verdunnungsstufe 
eines XTT-Viabilitatstest eingesetzt (4 Reihen/Konstrukt). Die Messung erfolgte 
48 h nach Zuijabe von XTT/Phenacin. Die Auswertung des Viabilitatstest ist in 
Fig. 7 dargestellt. 

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass weder die vorgenommenen C- 
terminalen Modifikationen noch die gleichzeitige Expression des EGFP- 
Reportergens einen erkennbaren Einfluss auf die Funktionalitat oder Quantitat 
der sezernierten GB-Apoptotika haben. 

Die Ergebnisse lassen zudem erwarten, dass GB-Apoptotika-kodierende und 
sezernierende Plasmide auch im Rahmen einer Gentherapie potenziell 
Verwendung finden konnen. 

Neben den XTT-ViabilitatsteSts auf L540Cy wurden auch Kontrollen mit der 
CD30-negativen Zeillinie IMR5 durchgefuhrt. Hier konnte keine zytotoxische 
Wirkung der KGbMH-Apoptotika auf die Zellen bebbachtet werden. 



Bestimmung der IC 50 von KGbMH 

Nach Aufreinigung von KGbMH aus Zellkulturuberstanden von pMS-KGb II- 
transfizierten Zellen wurde nach FACS-Analyse, Proteinmengenbestimmung 
sowie einer Reinheitsabschatzung der Praparation mit Hilfe eines Coomassie- 
Geles ein XTT-Viabilitatstest mit L540Cy angesetzt. Die anhand der grafischen 
Auswertung der Daten in Fig. 8 bestimmte IC 5 o liegt fur das KGbMH bei 7,5 
ng/ml. Diese GroBenordnung entspricht in etwa der von klassischen. 
Immuntoxinen, wie z.B. Ki-4(scvFv)-ETA'(3-6 ng/ml) (Barth, S. etal. 2000). 
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Patentanspruche 

1. Komplex gebildet aus mindestens einer Komponente A und mindestens 
einer Komponente B, dadurch gekennzeichnet, dass die Komponente A 
eine Bindungsaktivitat fur zellulare Oberflachenstrukturen und Komponente 
B eine Protease oder Derivate davon als Effektorfunktion tragt. 

2. Komplex nach Anspruch 1, die neben den Komponenten A und B eine oder 
mehrere supplemental Komponenten S enthalten- 

3. Komplex nach Anspruchen 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Komponente A ausgewahlt wird aus der Gruppe aktiv bindender 
Strukturen, bestehend aus Antikorpern oder deren Derivate oder 
Fragmente, synthetische Peptide oder chemische Molekule, Liganden, 
Lektine, Rezeptorbindungsmolekule, Cytokine, Lymphokine, Chemokine, 
AdhasionsrnpleKule und deren Derivate, Mutanten oder Kombinationen 
davon, die an Cluster of Differentiation Antigene, Zytokin-, Hormon-, 
Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Ionenpumpen, kanalbildende Proteine 
binden. 

4. Komplex nach Anspruchen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, -dass die 
Komponente A ausgewahlt wird aus der Gruppe passiv gebundener 
Strukturen aus Allergenen, peptidischen Allergenen, rekombinanten 
Allergenen, allergenidiotypischen Antikorpern, autoimmunprovozierenden 
Strukturen, GewebeabstoBungs-induzierenden Strukturen und deren 
Derivate, Mutanten oder Kombinationen davon. 
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5. Komplex nach Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Komponente B proteolytische Eigenschaften besitzt oder mindestens eine 
Protease, deren Derivate, Mutante oder Kombination ist. 

6. Komplex nach Anspruchen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Komponente B Komponenten der zellinharenten Apoptose direkt aktiviert 
und damit die Apoptose in den uber die Bindung von Komponente A 
definierten Zellen induziert. 

7. Komplex nach Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Komponente B ein Mitglied der Cathepsin-Protease-Familie, der Calpaine, 
der Granzyme, oder ein Derivat oder eine Kombination davon ist. 

8. Komplex nach Anspruchen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Komponente B das Granzym B oder ein Derivat davon ist. 

9. Komplex nach Anspruchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Komponente S die Syntheseleistung reguliert. 

\ 

10. Komplex nach Anspruchen 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass eine 
Komponente S die Syntheseleistung reguliert. 

11. Komplex nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Komponente 
S die Aufreinigung des Komplexes oder seiner Komponenten gewahrleistet. 

12. Komplex nach Anspruchen. 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Komponente S die Translokation in Zielzellen unterstutzt. 
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13. Komplex nach Anspruchen 9 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Komponente S eine intrazellulare Aktivierung der Komponente B 
ermoglicht. 

14. Nukleinsauremolekule oder Vektoren, die fur einen nach Anspruchen 1 bis 
12 gestalteten Komplex oder einzelner Komponenten zur Herstellung des 
Komplexes kodieren. 

15. Zellulare Kompartimente oder Organismen, dadurch gekennzeichnet f dass 
sie nach Transformation oder Transfektion mit IMukleinsauremolekulen oder 
Vektoren nach Anspruch 13 vollstandige Komplexe gemaB einem der 
Anspruche 1 bis 12 oder einzelne Komponenten davon synthetisieren. 

16. Zellulare Kompartimente nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
sie entweder prokaryotischen Ursprunges, insbesondere E.coti, B.subtilis, 
S.camosus, S.coelicolor, Marinococcus sp. t oder eukaryotischen 
Ursprunges- sind, insbesondere Saccharomyces sp. f Aspergillus sp. f 
Spodoptera sp. f P.pastoris, primare oder kultivierte Saugerzellen, 
eukaryontische Zeillinien (z. B. CHO, Cos oder 293) oder pflanzliche 
Systeme (z. B v . N.tabacum) sind. 

17. Arzneimittel enthaltend einen Komplex nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
Nukleinsauremolekule nach Anspruch 13 oder zellularen Kompartimenten 
nach einem der Anspruche 14 und/oder 15. 

18. Verwendung des Komplexes nach einem der Anspruche 1 bis 12, der dafur 
kodierenden Nukleinsauremolekule nach Anspruch 13 und oder zellularen 
Kompartimente nach Anspruch 14 und/oder 15 zur Behandlung maligner 
Erkrankungen, Allergien, Autoimmunreaktionen, chronischen 
Entzundungsreaktionen oder GewebeabstoBungsreaktionen. 
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Fig. 1: pMS-KGb II-Plasmid 




Fig. 2 Gb-PCR-Produkt nach Amplifikation aus der humanen cDNA 
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Fig. 3: Vergleich der verschiedenen Transkripte der pMS-Plasmide. 
Dargestellt sind die jeweilig translatierten Bereiche (Balken) und die nicht 
translatierte IVS/IRES-Region der mRNA. 
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Fig. 4: Westernblot von Proteinminipreps aus Zellkulturuberstanden 
transient transfizierter 293T-Zellen. Die Hdhe der Bande entspricht der 
kalkulierten GroBe von ~60 kDa. (Kontrolle KAngMH: ~50k Da) 
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Fig. 5: Auswertung der FACS-Analyse von KGbMH auf der Zelllinie L540Cy. 
98,5% der L540Cy-Zellen sind im Vergleich zur Negativkontrolle (ohne 
Zellkulturuberstand inkubiert) positiv. 
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Fig. 6: Kompetition von monoklonalem Ki4-Antik6rper mit 
Zellkulturuberstanden von KGb II-transfizierten 293T-Zellen 



XTT-Test mit Oberstanden transient transfizierter 293T-ZeNen auf L540Cy 
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Fig. 7: Zytotoxische Wirkung von GB-Apoptotika-haltigen 
Zellkulturuberstanden transient transfizierter 293T-Zellen auf die Hodgkin- 
Zeillinie L540Cy. 
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Fig. 8: Bestimmung der IC 50 von aufgereinigtem KGbMH auf der Zelllinie 
L540Cy 



